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S= (54) Title: ALDONIC ACID ESTERS, METHODS FOR PRODUCING THE SAME, AND METHODS FOR PRODUCING 
= PHARMACEUTICAL ACTIVE INGREDIENTS COUPLED TO POLYSACCHARIDES OR POLYSACCHARIDE DERIYA- 
= TIVES ON FREE AMINO GROUPS 
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^ (54) Bezeichnung: ALDONSAURE- ESTER, VERFAHREN ZU IHRER HERSTELLUNG UND VERFAHREN ZUR HERSTEL- 
LUNG VON MTT POLYSACCHARIDEN ODER POLYSACCHARTD-DERIVATEN AN FREIEN AMTNOGRUPPEN GEKOP- 
O PELTEN PHARMAZEUTISCHEN WIRKSTOFFEN 
rH 

^ (57) Abstract: The invention relates to aldonic acid esters of starch fractions or starch fraction derivatives which are selectively 
If) oxidised on the reducing chain end to form aldonic acids, and to solids and solutions containing said aldonic acid esters. The invention 
O also relates to methods for producing said aldonic acid esters, to methods for producing pharmaceutical active ingredients coupled 
^j. to polysaccharides or polysaccharide derivatives on free amino functions, and to pharmaceutical active ingredients thus obtained. 

o 

^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Aldonsaure-Ester von sclektiv am reduzicrenden Kettenende zu Aldon- 
sSuren oxidierten Starke fraktionen oder Starkefraktions-E)erivaten, FeststofT und L6sungen, die diese Aldonsaure-Ester enthalten. 

Q Des weiteren beschreibt die vorliegende Erfindung Verfahren zur Herstellung dieser Aldonsaure-Ester, Verfahren zur Herstellung 
von mit Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten an freien Aminofunktionen gekoppelten pharmazeutischen Wirkstoffen so- 

^ wie hierdurch erharltliche pharmazeutische Wirkstofle. 
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AldonsSure-Ester, Verfahren zu ihrer Herstellung und Verfahren zur Herstellung 
von mit Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten an fireien Aminogruppen 
gekoppelten pharmazeutischen Wirkstoffen. 

Die vorliegende Erfindung betrifit Aldonsaure-Ester, Feststoffe und Losungen, die 
diese Ester enthalten sowie Verfahren zu ihrer Herstellung. Des weiteren betrifft 
die vorliegende Erfindung Verfahren zur Herstellung von mit Polysacchariden 
oder Polysaccharid-Derivaten an fteien Aminogruppen gekoppelten 
pharmazeutischen Wirkstoffen, die unter Verwendung der Aldonsaure-Ester 
durchgefiihrt werden, sowie die pharmazeutischen Wirkstoffe, die durch diese 
Verfahren erhaltlich sind. 

Die Konjugation von pharmazeutischen Wirkstoffen insbesondere von Proteinen 
mit Polyethylenglycol-Derivaten ("PEGylierung") oder Polysacchariden wie 
Dextrane oder insbesondere HydroxyethylstSrke ("HESylierung") hat in den 
letzten Jahren an Bedeutung gewonnen mit der Zunahme an pharmazeutischen 
Proteinen aus der biotechnologischen Forschung. 

Oft haben solche Proteine eine zu kurze biologische Halbwertszeit, welche durch 
Kopplung an die oben angefuhrten Polymeren-Verbindungen wie PEG oder HES 
gezielt verlSngert werden kann. Durch die Kopplung kdnnen aber auch die 
antigenen Eigenschaften von Proteinen positiv beeinflusst werden. Im Falle von 
anderen pharmazeutischen Wirkstoffen kann durch die Kopplung die 
WasserlSslichkeit erheblich vergroBert werden. 

In DE 196 28 705 und DE 101 29 369 werden Verfahren beschrieben, wie die 
Kopplung mit Hydroxyethylstarke in wasserfreiem Dimethylsulfoxid (DMSO) 
liber das entsprechende Aldons^urelacton der Hydroxyethylstarke durchgefiihrt 
werden kann mit freien Aminogruppen von Hemoglobin bzw. Amphotericin B. 
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Da in wasserfreien, aprotischen Losungsmitteln gerade im Falle der Proteine oft 
nicht gearbeitet werden kann, entweder aus Loslichkeitsgriinden aber auch 
Grunden der Denaturierung der Proteine, stehen auch Kopplungsverfahren mit 
HES im wasserhaltigen Milieu zur Verfugung. Z.B. gelingt die Kopplung der am 
reduzierenden Kettenende selektiv zur Aldonsaure oxidierten Hydroxyethylstarke 
durch Vermittlung von wasserloslichem Carbodiimid EDC (l-Ethyl-3-(3- 
^ethyiaminopiopyl)^bodiimid) (PCT/EP 02/02928). Sehr oft jedoch ist der 
Einsatz von Carbodiimiden mit Nachteilen behaftet, da Carbodiimide sehr haufig 
inter- oder intramolekulare Vernetzungsreaktionen der Proteine verursachen als 
Nebenreaktionen. 

Im Falle von phosphatgruppenhaltigen Verbindimgen wie Nukleinsauren gelingt 
die Kopplung oft gar nicht, da die Phosphatgruppen mit EDC ebenfalls reagieren 
kSnnen (S.S. Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Cross-Linking, CRC- 
Press, Boca Raton, London, New York, Washington D.C., 1993, Seite 199) . 

In Anbetracht des diskutierten Standes der Technik lag der Erfindung die Aufgabe 
zugrunde, Verbindungen zur Verfttgung zu stellen, die unter Vermeidung der 
zuvor beschriebenen Nachteile die Kopplung von Polysacchariden oder deren 
Derivate an Aminogruppen-haltige Wirkstoffe, insbesondere an Proteine, in rein 
wSssrigen Systemen oder auch in Losungsmittelgemischen mit Wasser gezielt 
ermoglichen. 

Ferner sollte eine solche Verbindung so beschaffen sein, dass eine mflglichst 
quantitative Anbindung eines Wirkstoffes durch kovalente Bindung an ein 
Polysaccharid oder ein Polysaccharid-Derivat stattfindet 

Der Erfindung lag weiterhin die Aufgabe zugrunde, Verbindungen zu schaffen, 
die eine m5glichst schonende Verkntipfung von einem Polysaccharid oder eines 
Derivats hiervon an den Wirkstoff ermoglichen. So sollte insbesondere die 
Struktur, die Aktivitat und die Vertraglichkeit des Wirkstoffes durch die 
TTmse.toina moaliVhst wp.nia verandert we.rde.n. Rei<miel?wp.ise aotlten intra- und 
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intermolekulare Vernetzungsreaktionen vermieden werden. Daruber hinaus sollten 
auch Wirkstoffe veiknfipft werden konnen, die Phosphatgruppen aufweisen. 

Des weiteren war es mithin Aufgabe der vorliegenden Erfindung Verbindungen 
anzugeben, die eine moglichst selektive Kopplung an den Wirkstoff erlauben. So 
sollte insbesondere eine gezielte Stfichiometrie des Konjugats eingestellt werden 
konnen, wobei speziell die Herstellung von 1:1 Konjugate durch den Einsatz 
dieser Verbindungen ermoglicht werden sollte, 

SchlieBlich lag der Erfindung die Aufgabe zugrunde ein mflglichst einfaches und 
kostengtinstiges Verfahren zur Herstellung solcher Verbindungen und 
Kopplungsprodukte von Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten mit 
Wirkstoffen zur VerfQgung zu stellen. 

Geldst werden diese Aufgaben sowie weitere, die zwar nicht wdrtlich genannt 
werden, sich aber aus den hierin diskutierten Zusammenhangen wie 
selbstverstandlich ableiten lassen oder sich aus diesen zwangslaufig ergeben, mit 
den in Anspruch 1 beschriebenen Aldonsaure-Estern. ZweckmaBige 
Abwandlungen dieser erfindungsgemSfien Aldonsaure^Ester sowie haltbare und in 
Verfahren zur Herstellung von Konjugaten einsetzbare Aldons^ure-Ester werden 
in den auf Anspruch 1 riickbezogenen Unteranspnichen 2-17 unter Schutz gestellt 

Hinsichtlich eines Verfahrens zur Herstellung der Aldonsaure-Ester liefem die 
AnsprQche 1 8-27 eine Losung der zugrunde liegenden Aufgabe. 

Die Anspriiche 28-32 beschreiben Verfahren zur Herstellung Polysaccharid- 
Wirkstoff-Konjugate und die durch diese Verfahren erhaltlichen 
pharmazeutischen Wirkstoffe. 

Durch die Bereitstellung von Aldonsaure-Ester, die von selektiv am reduzierenden 
Kettenende zu Aldonsauren oxidierten Polysacchariden oder Polysaccharide- 
Derivaten abgeleitet sind, gelingt es Verbindungen zur VerfQgung zu stellen, die 
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die zuvor genannten Aufgaben losen. Solche Ester konnen als aktivierte Sauren 
aufgefasst werden. Sie setzen sich im wassrigen Milieu mit nukleophilen NH 2 - 
Gruppen zu (stabileren) Amiden um. 

Des weiteren werden durch die vorliegende Erfindung vmter anderem folgende 
Vorteile erzielt: 

Die erfindungsgemafien Aldonsaure-Ester ermoglichen eine leichte Anbindung 
eines Wirkstoffes durch kovalente Bindung an ein Polysaccharid oder ein 
Polysaccharid-Derivat stattfindet 



Die Aldonsaure-Ester der vorliegenden Erfindung konnen unter schonenden 
Bedingungen mit einem WirkstofiF umgesetzt werden. Hierbei wird insbesondere 
die Struktur, die Aktivit&t und die Vertraglichkeit des Wirkstoffes durch die 
Umsetzung nur in einem geringen Umfang verandert Hierdurch konnen unter 
anderem insbesondere intra- und intermolekulare Vernetzungsreaktionen 
vennieden werden. Des weiteren konnen pharmazeutische WirkstofiFe gekoppelt 
werden, die Phosphatgruppen aufweisen, ohne dass diese Gruppen verandert 
werden. 



Die erfindungsgemafien Aldonsaure-Ester erlauben eine sehr selektive Kopplung 
an den WirkstofiF. Des weiteren kann beispielsweise eine gezielte Stochiometrie 
des gewunschten Konjugats eingestellt werden, wobei speziell die Herstellung von 
1 : 1 Konjugate durch den Einsatz dieser Verbindungen ermoglicht wird. 

DarUber hinaus stellt die vorliegende Erfindung einfache und kostengiinstige 
Verfahren zur Herstellung aktivierter Aldonsaure-Ester und Kopplungsprodukte 
von Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten mit Wirkstoffen zur 
Verfiigung. 

Die Aldonsaure-Ester der vorliegenden Erfindung sind von Polysacchariden 

r\Ack-r 'DnKrC<0/«S*VtOOTr1_T^£M>«'«ro4-<*rt nU^nlailnl Airs. »««■» tA-tTtin-nnwAr» n If 
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selektiv oxidiert werden konnen. Derartige Polysaccharide, sowie hieraus 
eAaltliche Derivate, sind in der Fachwelt weithin bekannt und konnen 
kommerziell erhalten werden. Polysaccharide sind raakromolekulare 
Kohlenhydrate, deren Molekttle eine gro6e Zahl (mind. >10, gewohnlich 
jedoch erheblich mehr) glykosidisch miteinander verkntipfter Monosaccharid- 
Molekttle (Glykose) aufweisen. Das Gewichtsmittel des Molekulargewichts 
bevorzugter Polysaccharide liegt vorzugsweise im Bereich von 1500 bis 
1000000 Dalton, besonders bevorzugt 2000 bis 300000 Dalton und ganz 
besonders bevorzugt im Bereich von 2000 bis 50000 Dalton. Das 
Molekulargewicht Mw mit ublichen Verfahren bestimmt werden. Hierzu 
gehoren beispielsweise wassrige GPC, HPLC, Lichtstreuung und dergleichen. 

Uber das Molekulargewicht des Polysaccharidrests kann unter anderem die 
Verweilzeit im Korper verandert werden. 

Zu den bevorzugten Polysacchariden gehoren Staike sowie die durch Hydrolyse 
erhaltlichen Starkefraktionen, die als Abbauprodukte von Starke aufgefasst 
werden konnen. Starke wird ublich in Amylose und Amylopektin unterteilt, die 
sich im Verzweigungsgrad unterscheiden. Erfindungsgemafl ist Amylopektin 
besonders bevorzugt 

Unter Amylopektinen versteht man dabei zunachst ganz allgemein verzweigte 
Starken oder Stiirkeprodukte mit a-(l-4)- und a-(l-6)-Bindungen zwischen den 
GlucosemolekOlen. Die Verzweigungen der Kette erfolgen dabei Qber die a-(l- 
6>Bindungen Diese sind bei natOrlich vorkommenden Amylopektinen etwa 
alle 15-30 Glucosesegmente unregelmaBig vorhanden. Das Molekulargewicht 
von natQrlichem Amylopektin liegt sehr hoch im Bereich von 10 7 bis zu 2x1 0 8 
Dalton. Man geht davon aus, dass auch Amylopektin in gewissen Grenzen 
Helices bildet. 



Man kann fur Amylopektine einen Verzweigungsgrad definieren. Das MaB fur 
die Verzweigung ist das VerbJltnis der Zahl von Molekulen Anhydroglucose, 
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die Verzweigungspunkte (ct-(l-6)-Bindungen) tragen, zur Gesamtzahl 
Molekflle der Anhydroglucose des Amylopektins, wobei dieses VerhSltnis in 
mol-% ausgedriickt wird. In der Natur auftretendes Amy lopektin weist 
Verzweigungsgrade von ca 4 mol-%. Bevorzugt zur Herstellung der 
Aldonsaure-Ester eingesetzte Amylopektine weisen eine mittlere Verzweigung 
im Bereich von 5 bis 10 mol% auf. 

Des weiteren konnen hyperverzweigte Amylopektine eingesetzt werden, die 
einen iiber den aus der Natur fur Amylopektine bekannten Verzweigungsgrad 
signifikant hinausgehenden Verzweigungsgrad aufweisen. Dabei handelt es 
sich beim Verzweigungsgrad in jedem Falle urn einen Mittelwert (mittleren 
Verzweigungsgrad), da Amylopektine polydisperse Substanzen sind. 

Solche hyperverzweigte Amylopektine weisen signifikant htihere 
Verzweigungsgrade, ausgedriickt als mol-% der 
Verzweigungsanhydroglucosen, auf im Vergleich zu unverandertem 
Amylopektin bzw. Hydroxyethylstarke und sind demzufolge in ihrer Struktur 
dem Glycogen ahnlicher. 

Der mittlere Verzweigungsgrad der hyperverzweigten Amylopektine liegt 
ttblich im Bereich zwischen > 10 und 25 mol%. Dies bedeutet, dass diese 
Amylopektine im Mittel etwa alle 10 bis 4 Glucoseeinheiten eine a-(l-6)- 
Bindung und damit einen Verzweigungspunkt aufweisen. 
Eine bevorzugt im medizinischen Bereich einsetzbare Amylopektintype 
kennzeichnet sich durch einen Verzweigungsgrad zwischen 1 1 und 16 mol-%. 

Weitere bevorzugte hyperverzweigte Amylopektine besitzen einen 
Verzweigungsgrad im Bereich zwischen 13 und 16 mol-%. 

Die in der Erfindung einsetzbaren Amylopektine besitzen vorzugsweise einen 
Wert ftir das Gewichtsmittel des Molekulargewichts Mw im Bereich von 2.000 
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bis 800.000 Dalton, insbesondere 2.000 bis 300.000 und besonders bevorzugt 
2.000 bis 50.000 Dalton. 

Die zuvor dargelegten Starken konnen kommerziell erhalten werden. Des weiteren 
ist deren Gewinnung literaturbekannt So kann Starke, insbesondere aus 
Kartoffeln, Tapioka, Maniok, Reis, Weizen oder Mais gewonnen werden. Die aus 
diesen Pflanzen erhaltenen Starken werden vielfach zunachst einer hydrolytischen 
Abbaureaktion unterworfen. Dabei wird das Molekulargewicht von etwa 
20.000.000 Dalton auf mehrere Millionen Dalton reduziert, wobei ein weiterer 
Abbau des Molekulargewichts auf die zuvor genannten Werte ebenfalls bekannt 
ist. Besonders bevorzugt konnen unter anderem Wachsmaisstarke- 
Abbaufraktionen zur Herstellung der erfindungsgemaBen Aldonsaure-Ester 
eingesetzt werden. 

Die zuvor dargelegten hyperverzweigten Starkefraktionen werden unter 
anderem in der deutschen Patentanmeldung 102 17 994 beschrieben. 

Des weiteren kQnnen auch Derivate von Polysacchariden zur Herstellung der 
erfindungsgemaBen Aldonsaure-Ester eingesetzt werden. Zu diesen gehoren 
insbesondere HydroxyalkylstSrken, beispielsweise HydroxyethylstSrke und 
Hydroxypropylstarke, die durch Hydroxyalkylierung aus den zuvor dargelegten 
Starken, insbesondere aus Amylopektin gewonnen werden k6nnen. Hiervon ist 
Hydroxyethylstarke (HES) bevorzugt. 

Vorzugsweise wird erfindungsgemaB eine HES eingesetzt, die das 
hydroxethylierte Derivat des in Wachsmaisstarke zu Qber 95 % vorkomm.enden 
Glucosepolymers Amylopektin ist. Amylopektin besteht aus Glucoseeinheiten, die 
in a-l,4-glykosidischen Bindungen vorliegen und a-l,6-glykosidische 
Verzweigungen aufweisen. 

HES weist vorteilhafte rheologische Eigenschaften auf und wird zur Zeit als 
Volumenersatzmittel und zur Hamodilutionstherapie klinisch eingesetzt 
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(Sommenneyer et al., Krankenhausphaimazie, Vol. 8 (8, 1987) Seite 271 - 278 
und Weidler et al., Arzneimittelforschung / Drug Res., 41, (1991) Seite 494 - 
498). 

HES wird im wesentlichen tiber das gewichtsgemittelte mittlere Molekulargewicht 
Mw , das Zahlenmittel des mittleren Molekulargewichts Mn, die 
Molekulargewichtsverteilung und den Substitutionsgrad gekennzeichnet. Die 
Substitution mit Hydroxyethylgruppen in Atherbindung ist dabei an den 
Kohlenstoffatomen 2, 3 und 6 der Anbydroglucoseeinheiten moglich. Der 
Substitutionsgrad kann dabei als DS ("degree of substitution"), welcher auf den 
Anteil der substituierten Glucosemolekule aller Glucoseeinheiten Bezug nimmt, 
oder als MS ("molar substitution") bescbrieben werden, womit die mittlere 
Anzahl von Hydroxyethylgruppen pro Glucoseeinheit bezeichnet wird. 

Der Substitutionsgrad MS (molar substitution) ist definiert als die 
durchschnittliche Anzahl von Hydroxyethylgruppen pro Anhydroglucoseeinheit. 
Er wird ennittelt aus der Gesamtanzahl der Hydroxyethylgruppen in einer Probe, 
beispielsweise nach Morgan, durch Atherspaltung und anschlieBender 
quantitativer Bestimmung von Ethyliodid und Ethylen, die hierbei gebildet 
werden. 

Hingegen ist der Substitutionsgrad DS (degree of substitution) definiert als der 
Anteil der substituierten Anhydroglucoseeinheiten aller Anhydroglucoseeinheiten, 
Ihn kann man bestimmen aus der gemessenen Menge der unsubstituierten Glucose 
nach Hydrolyse einer Probe. Aus diesen Definitionen ergibt sich, dass MS > DS. 
Fur den Fall, dass nur Monosubstitution vorliegt, also jede substituierte 
Anhydroglucoseeinheit nur eine Hydroxyethylgruppe trSgt, ist MS = DS. 



Ein Hydroxyethylstfirkerest weist bevorzugt einen Substitutionsgrad MS von 0,1 
bis 0,8 auf. Besonders bevorzugt weist der HydroxyethylstMrkerest einen 
Substitutionsgrad MS von 0,4 bis 0,7 auf. 
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Die Reaktivitat der einzelnen Hydroxygruppen in der unsubstituierten 
Anhydroglucoseeinheit gegentiber Hydroxyethylierung ist je nach 
Reaktionsbedingungen unterschiedlich. Innerhalb gewisser Grenzen ist dadurch 
das Substitutionsmuster, also die einzelnen, unterschiedlich substituierten 
Anhydroglucosen, die statistisch auf die einzelnen PolymennolekOle verteilt sind, 
beeinflussbar. Vorteilhaft werden iiberwiegend die <V und die C 6 -Position 
hydroxyethyliert, wobei die C 6 -Position aufgmnd ihrer leichteren Zug£nglichkeit 
haufiger substituiert wird. 

Vorzugsweise verwendet werden im Rahmen dieser Erfindung Iiberwiegend in ex- 
position substituierte Hydroxyethylstarken (HES), die moglichst homogen 
substituiert sind. Die Herstellung solcher HES wird in EP 0 402 724 B2 
beschrieben. Sie sind innerhalb einer physiologisch vemiinftigen Zeit restlos 
abbaubar und weisen auf der anderen Seite dennoch ein steuerbares 
Eliminationsverhalten auf. Die uberwiegende (^-Substitution macht die 
HydroxyethylstSrke relativ schwierig abbaubar fur a-Amylase. Es ist von Vorteil, 
dass moglichst keine innerhalb der PolymermoiekQle hintereinander substituieren 
Anhydroglucoseeinheiten auftreten, um die restlose Abbaubarkeit zu 
gewahrleisten. Weiterhin besitzen solche Hydroxyethylstarken trotz der niedrigen 
Substitution eine ausreichend hohe Loslichkeit in wSssrigem Medium, so dass die 
L&sungen auch tiber langere Zeitraume stabil sind und sich keine Agglomerate 
bzw. Gele bilden. 

Bezogen auf die Hydroxyethylgruppen der Anhydroglucoseeinheiten weist ein 
Hydroxyethylstarkerest bevorzugt ein Verhaltnis von C^Q-Substitution im 
Bereich von 2 bis 15 auf. Besonders bevorzugt betrSgt das Verhaltnis von CV.Q- 
Substitution3bisll. 

Die selektive Oxidation der Aldehydgruppe der zuvor dargelegten Polysaccharide 
bzw. Polysaccharid-Derivate zur Aldonsaure ist an sich bekannt. Diese kann durch 
milde Oxidationsmittel, beispielsweise Iod/Kahumhydroxid entsprechend DE 196 
28 705 Al, oder durch Enzyme erfolgen. 
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Zur Umsetzung kann die freie Aldonsaure eingesetzt werden. Des weiterea 
konnen auch Salze eingesetzt werden. Hieizu gehSren insbesondere die 
Alkalisalze, wie beispielsweise das Natrium- und/oder das Kaliumsalz der 
Aldonsauren. 

Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Aldonsaure-Ester werden Alkohole 
eingesetzt. Der Begriff Alkohol umfasst Verbindungen, die HO-Gruppen 
aufweisen. Diese HO-Gruppen konnen unter anderem an ein Stickstoffatom oder 
an einen Phenylrest gebunden sein. 

Bevorzugt werden azide Alkohole eingesetzt, die in der Fachwelt bekannt sind. 
Hierzu gehoren unter anderem N-Hydroxy-Imide, beispielsweise N-Hydroxy- 
Succinimid und Sulfo-N-Hydroxysuccinimid, substituierte Phenole und Hydroxy- 
Azole, beispielseweise Hydroxy-Benzotriazol, wobei N-Hydroxy-Succiniraide 
und Sulfo-N-Hydroxysuccinimid besonders bevorzugt sind. 

Weitere geeignete azdde Alkohole zur Herstellung der erfindungsgemaBen 
Aldonsaure-Ester sind in der Literatur aufgefilhrt. (V.H.L. Lee. Ed. Peptide and 
Protein Drug Delivery, Marcel Dekker, 1991, S. 65). 

GemaB einem besonderen Aspekt der vorhegenden Erfindung werden Alkohole 
eingesetzt, deren HO-Gruppe einen pk s -Wert im Bereich von 6 bis 12, bevorzugt 
im Bereich von 7 bis 1 1 aufweist. Dieser Wert bezieht sich auf die bei 25°C 
bestimmte Saure-Dissoziationskonstante, wobei dieser Wert vielfach in der 
Literatur aufgefilhrt ist 

Das Molekulargewicht des Alkohols liegt vorzugsweise im Bereich von 80 bis 
500 g/mol, insbesondere 1 00 bis 200 g/moL 
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Der Alkohol kann als fireier einer Reaktionsmischung zugegeben werden. Des 
weiteren konnen auch Verbindungen zur Reaktion verwendet werden, die bei 
Zugabe von Wasser, ggf. unter Saurekatalyse, Alkohol freisetzen. 

GemaB einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung werden zur 
Umsetzung mit der Aldonsaure oder einem Aldonsauresalz Kohlensaurediester 
eingesetzt. Diese Verbindungen erntfglichen eine besonders schnelle und 
schonende Reaktion, wobei lediglich Kohlensaure bzw. Carbonate, Alkohole und 
der gewunschte Aldonsaure-Ester gebildet werden. 

Bevorzugte Kohlensaurediester sind unter anderem NW-Succiniinidylcarbonat 
und Sulfo-NTSf-Succinimidylcarbonat. 

Diese Kohlensaurediester konnen in relativ geringen Mengen eingesetzt werden. 
So kann der Kohlensaurediester in 1- bis 3-molarem Oberschuss, bevorzugt 1 bis 
1 ,5 molarem t)berschuss, bezogen auf die Aldonsaure und/oder das 
Aldonsauresalz, eingesetzt werden. Die Reaktionsdauer bei Verwendung von 
Kqhlensaurediestern ist relativ gering. So kann die Reaktion vielfach nach 2 
Stunden, bevorzugt nach 1 Stunde beendet werden. 

Die Umsetzung zum Aldons£ureester findet bevorzugt in einem wasserfreien 
aprotischen Lflsungsmittel statt Der Wassergehalt sollte vorzugsweise hcJchstens 
0,5 Gew.-%, besonders bevorzugt hochstens 0,1 Gew.-% betragen. Geeignete 
LSsungsmittel sind unter anderem Dimethylsulfoxid (DMSO), N - 
Methylpyrrolidon, Dimethylacetamid (DMA) und/oder Dimethylformamid 
(DMF). 

Die Veresterungsreaktion ist an sich bekannt, wobei jedes Verfahren eingesetzt 
werden kann. Die Umsetzung zum Aldons£ure-Ester kann unter anderem unter 
Verwendung aktivierenden Verbindungen erfolgen. Bei Einsatz des freien 
Alkohols ist eine derartige Vorgehensweise empfehlenswert. Zu den aktivierenden 
Verbindungen gehoren insbesondere Carbodiimid, wie beispielsweise 
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Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und l-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl> 
caibodiimid (EDC). 

Bei Verwendung des freien Alkohols kann diesex in einem molaren Uberschuss 
eingesetzt werden. Gemafl einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung 
wird die Alkoholkomponente vorzugsweise in 5 bis 50-fachem molaren 
Oberschuss, besonders bevorzugt 8 bis 20-fachen Oberschuss bezogen auf die 
Aldonsaure und/oder das Aldonsaure-Derivat, eingesetzt. 

Die Umsetzung zum Aldonsaure-Ester gelingt unter schonenden Bedingungen. So 
kfinnen die zuvor beschriebenen Reaktionen bei Temperaturen vorzugsweise im 
Bereich von 0°C bis 40°C, besonders bevorzugt 10°C bis 30°C durchgefiihrt 
werden. 

GemMB einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung erfolgt die 
Umsetzung bei einer geringen Basenaktivitat. Die geringe Basenaktivitat kann 
durch Zugabe der Reaktionsmischung in einen 10-fachen Oberschuss Wasser 
gemessen werden. Hierbei weist das Wasser vor Zugabe einen pH-Wert von 7,0 
bei 25°C auf, wobei das Wasser im wesentlichen keinen Puffer enthalt. Durch 
Messung des pH-Wertes bei 25°C nach Zugabe der Reaktionsmischung erhalt 
man die Basenaktivitat der Reaktionsmischung. Vorzugsweise weist diese 
Mischung nach Zugabe einen pH-Wert von hechstens 9,0, besonders bevorzugt 
von h5chstens 8,0 und besonders bevorzugt von hochstens 7,5 auf. 

Die Umsetzung mit HES-Aldonsauren, z.B, mit N-Hydroxy-Succinimid, gelingt 
in trockenem DMA unter Wasserausschluss mit EDC in glatter Reaktion bei 
Raumtemperatur zum HES-Saure-N~Hydroxy-Succitiimid-Ester. Dabei ist 
insbesondere tiberraschend, dass keine Nebenreaktion der HES-Molekiile eintritt 
iiber die Reaktion der im extremen Oberschuss vorliegenden OH-Gruppen der 
Anhydroglucosen mit EDC sowie die Umlagerungsreaktion des primar gebildeten 
O-AcyUsoharnstoffs aus EDC und der Aldonsaure zum entsprechenden N-Acyl- 
Harnstoff unterdruckt wird. 
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Die durch die zuvor beschriebene Umsetzung erfialtenen Losungen konnen ohne 
Isolation der Aldonsaure-Ester in den Kopplungsreaktionen eingesetzt werden. Da 
in der Regel das Volumen der voraktivierten Aldonsaure im aprotischen 
Lflsungsmittel klein ist im Vergleich mit dem im Puffervolumen gelosten 
Zielprotein wirken sich die Mengen an aprotischem Losungsmittel meistens nicht 
storend aus. Bevorzugte Losungen umfassen mindestens 10 Gew.-% Aldonsaure- 
Ester, bevorzugt mindestens 30 Gew.-% Aldonsaure-Ester und besonders 
bevorzugt mindestens 50 Gew.-% Aldonsaure-Ester. 

Die Aldonsaure-Ester konnen aus der Losung in aprotischem Losungsmittel, 
beispielsweise DMA durch bekannte Fallungsmittel, wie beispielsweise trockenes 
Ethanol, Isopropanol oder Aceton gefallt und durch mehrfaches wiederholen des 
Vorganges gereinigt werden. Bevorzugte Feststoffe umfassen mindestens 10 
Gew.-% Aldonsaure-Ester, bevoizugt mindestens 30 Gew.-% Aldonsaure-Ester 
und besonders bevorzugt mindestens 50 Gew.-% Aldonsaure-Ester. 

Solche Aldonsaure-Ester konnen dann in Substanz isoliert zur Kopplung, 
beispielsweise zur HESylierung verwendet werden. Dabei treten dann keine 
Nebenreaktionen wie oben beschreiben mit EDC-aktivierter SMure auf. 

Des weiteren kann zur Kopplung eine Losung der aktivierten Aldonsaure zu einer 
wassrigen Losung des pharmazeutischen Wirkstoffs, die vorzugsweise gepuffert 
ist, bei einem geeigneten pH-Wert zugegeben werden. Die pharmazeutischen 
Wirkstoffe umfassen mindestens eine Aminogruppe, die zum Aldonsaureamid 
umgesetzt werden kann. Zu den bevorzugten Wirkstoffen gehoren Proteine und 
Peptide. 

Der pH-Wert der Umsetzung ist von den Eigenschaften des Wirkstoffs abhangig. 
Vorzugsweise, falls dies moglich ist, liegt der pH-Wert im Bereich von 7 bis 9, 
besonders bevorzugt 7,5 bis 8,5. i 
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Die Kopphing findet im allgemeinen bei Temperaturen im Bereich von 0°C bis 
40°C, bevorzugt 10°C bis 30°C statt, ohne dass hierdurch eine Beschrankung 
erfolgen soli. Die Reaktionsdauer kann durch geeignete Verfahren leicht ermittelt 
werden. Im allgemeinen liegt die Reaktionszeit im Bereich von 1 Stunde bis 100 
Stunden, voizugsweise 20 Stunden bis 48 Stunden. 

Der Aldonsaure-Ester kann in einem Oberschuss in Bezug auf den 
pharmazeutischen WirkstofF eingesetzt werden. Vorzugsweise wird der 
Aldonsaure-Ester in 1 bis 5-fachem molaren Oberschuss, besonders bevorzugt 1,5 
bis 2-fachen Oberschuss bezogen auf den pharmazeutischen WirkstofF eingesetzt. 

Als Nebenprodukt fallt bei der oben genannten Umsetzung im wesentlichen nur 
der Alkohol, beispielsweise N-Hydroxy-Succhumid an, welches leicht vom 
Kopplungsprodukt abgetrennt werden kann, z. B. durch Ultrafiltration. Als 
Nebenreaktion kann eine Verseifung mit Wasser auf zur freien Saure und zum 
fieien Alkohol auftreten. Besonders iiberraschend ist daher, dass die 
erfindungsgem§Ben Aldonsaure-Ester zu einem groBen Teil eine 
Kopplungsreaktion mit einem pharmazeutischen WirkstofF eingeht. Dies ergibt 
sich aus den Beispielen, insbesondere durch die in den Figuren dargestellten 
Chromatogramme. 

Abb. 1 MALLS-GPC-Chromatogramm des nicht umgesetzten bovinen 
Albumins (BSA). Monomeres und dimeres Albumin sind klar 
getrennt. 

Abb. 2 MALLS-GPC-Chromatogramm von der nicht umgesetzten HES- 
1 0/0,4-succinimidylester. 

Abb. 3 MALLS-GPC-Chromatogramm des Reaktionsproduktes von HES- 

1 0/0,4-succinimidylester und BSA. Gezeigt werden die Signale der 3- 
fach Detektion von Refraktionsindex (RI), UV-Detektor sowie das 
Lichtstreusignal bei 90°. 
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Abb. 4 MALLS^PC-Chromatogramm des Reaktionsproduktes von HES- 
10/0,4-succinimidylester und BSA, in der Darstellung molekular 
Masse gegen Zeit 

Nachfolgend wird die Erfindung durch Beispiele und Vergleichsbeispiele 
eingehender erlSutert, ohne dass die Erfindung auf diese Beispiele beschrankt 
werden soil. 

Beispiele und HersteUverfahren 
Bcispiel 1 

Herstellung von HES 1 0/0,4 - SSoreester mit N-Hydroxy-Succinimid 

5 g getrocknete, am tenninalen reduzierenden Kettenende selektiv nach DE 196 
28 705 oxidierte HydroxyethylstSrke mit einem mittleren Molekulargewicht Mw 
= 10.000 Dalton und einem Substitutionsgrad MS = 0,4 werden in 30 ml 
trockenem Dimethylacetamid bei 40 °C gelost und nach Abkuhlen der Losung mit 
der lOfachen molaren Mengen N-Hydroxy-Succinimid versetzt unter 
FeuchtigkeitsausschluB. Danach wird die zur HES-Saure aquimolare Menge EDC 
portionsweise zugegeben und 24 Stunden nach Zugabe der Reaktionsansatz 
ausreagieren gelassen. Das Reaktionsprodukt wird anschlieBend mit trockenem 
Aceton gefallt und zur Reinigung mehrfach umgefdllt 

Beispiel 2 

Herstellung von Hes 1 0/0,4 - Saure gekoppeltem Myoglobin 

15 mg Myoglobin werden in 20 ml destilliertem Wasser geldst und der pH-Wert 
mit Natronlauge auf 7,5 eingestellt. Zu der Losung werden 1,5 g HES 10/0,4 - 
Saure N-Hydroxy-Su<xinimid, hergestellt nach Beispiel 1, iiber 1 Stunde 



WO 2004/050710 



16 



PCT/EP2003/013622 



portionsweise zugegeben und der pH-Wert konstant bei 7,5 gehaltea durch 

Zugabe von Natronlauge. 

Der Ansatz wird uber Nacht riihren gelassen. 

Die Bildung von hesyliertem Myoglobin wird liber Gel- 

Permeationschroniatographie mit einer Ausbeute von 70 %, bezogen auf das 

eingesetzte Myoglobin, bestimmt 

Beispiel 3 

Hestellung von HES 10/0,4 - Saureester mit NW-Disuccinimidylcarbonat 

0,02 mmol (entsprechend 0,14 g) getrocknete HES 10/0,4 - Saure werden in 2 mL 
getrocknetem Dimethylfonnamid gelost unter FeuchtigkeitsausschluB. 
Zur Ltisung werden 0,02 mmol NN-Disuccinimidylcarbonat gegeben und 1 
Stunde bei Raumtemperatur unter Riihren ausreagieren lassen. 

Beispiel 4 

Herstellung des Kopplungsproduktes von HES 10/0,4 - Saure mit bovinem 
Serumalbumin 

50 mg bovines Serumalbumin (BSA entsprechend 0,7 nmol) werden in 6 mL 
einer 0,3 molaren Bicarbonatlosung mit pH 8,4 gelost. Zur Ldsung wird der 
Ansatz gemfifl Beispiel 3 gegeben und 2 Stunden unter Riihren bei 
Raumtemperatur ausreagieren gelassen. 

Der Nachweis der gelungenen Reaktion erfolgt durch Niederdruck-HPGPC mit 
Mehrfachdetektion (UV 280 nm, MALLS-Lichtstreudetektor (MALLS = multi 
angle laser light scattering), RI-Detektor). 

Die Abbildungen 1 bis 4 zeigen im Vergleich die Chromatogramme der nicht 
umgesetzten HES 10/0,4 - succinimidylester, das Ausgangsprodukt BSA sowie 
den Reaktionsansatz. 
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Die gelungene Reaktion ergibt sich durch eine signifikante Abnahme des BSA- 
Peaks und das Auftreten eines hohermolekularen Peaks, welcher bei 280 nm 
detektiert wird. 

Beispiel 5 

Herstellung von HES 50/0,7 - Sfiureester mit NTtf-Disuccinimidylcarbonat 

0,02 mmol (0,5 g) getrocknete HES 50/0,7 - Saure werden in 2 mL getrocknetem 
Dimethylformamid gelost unter Feuchtigkeitsausschluss. 
Zur Losung werden 0,02 mmol NTM-Disuccinimidylcarbonat gegeben und 1 
Stunde bei Raumtemperatur unter Riihren ausreagieren gelassen. 

Beispiel 6 

Herstellung von HES 50/0,7 Kopplungsprodukt mit BS A 

50 mg bovines Serumalbumin BSA (0,7 jimol) werden in 6 ml einer 0,.3 molaren 
Bicarbonatldsung mit pH 8,4 gel6st Zur Losung wird die Losung der aktivierten 
HES 50/0,7 - Saure gemafi Beispiel 5 gegeben und 2 Stunden unter Riihren bei 
Raumtemperatur ausreagieren gelassen. 

Die analytische Kontrolle des Reaktionsansatzes exfolgt uber Niederdruck- 
HPGPC mit Dreifachdetektion wie im Beispiel 4 beschrieben. 

Die gelungene Reaktion ergibt sich aus einer Abnahme des Signals bei 280 nm 
des nicht umgesetzten BSA's und das entsprechende Axiftreten des zu hoheren 
Molekulargewichten versetzten Signals fur das Kopplungsprodukt. Die 
Verschiebung ist entsprechend dem hGheren Molekulargewicht der HES-Saure 
verglichen mit dem Beispiel 4 vergroBert. 
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Patentanspruche 

1 . Aldonsaure-Ester von selektiv am reduzierenden Kettenende zu 
Aldonsauren oxidierten Polysacchariden oder Polysaccharid-Derivaten. 

2. Aldonsaure-Ester gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die 
Polysaccharide oder Polysaccharid-Derivate Starkefraktione oder 
StSrkefraktions-Derivate sind. 

3. AldonsSure-Ester gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Starkefraktionen Abbaufraktionen des Amylopektins sind. 

4. Aldonsaure-Ester gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Abbaufraktionen des Amylopektins durch Saureabbau und/oder Abbau 
durch a-Amylase von Wachsmaisstarke gewonnen werden. 

5. Aldonsaure-Ester gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Starkefraktionen ein mittleres Molekulargewicht Mw von 2.000 - 50.000 
Dalton aufweisen und eine mittlere Verzweigung von 5-10 mol% a- 1,6- 
glykosidischen Bindungen. 

6. Aldonsaure-Ester gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Starkefraktionen ein mittleres Molekulargewicht Mw von 2.000 - 50.000 
Dalton aufweisen und eine mittlere Verzweigung im Bereich von >10 bis 
25 mol% a-l,6-glykosidischen Bindungen. 

7. Aldonsaure-Ester gemSB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Starkefraktions-Derivate Hydroxyethyl-Derivate von Abbaufraktionen der 
Wachsmaisstarke sind. 



8. Aldonsaure-Ester gemfifl Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das 
mittlere Molekulargewicht Mw der HydroxyethylstMrke-Fraktionen im 
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Bereich von 2 - 300.000 Dalton liegt und der Substitionsgrad MS zwischen 
0,1 und 0,8 liegt sowie das C2/C6-Verhaltnis der Substituenten an den 
Kohlenstoffatomen C2 und C6 der Anhydroglucosen zwischen 2 und 15 
liegt. 

9. Aldonsaure-Ester gemaB mindestens einem der Ansprfichen 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Alkohol, von dem die Alkoholkomponente des 
Aldonsaure-Esters abgeleitet ist, ein Molekulargewicht im Bereich von 80 
bis 500 g/mol aufweist 

10. Aldonsaure-Ester gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Alkohol, von dem die Alkoholkomponente des 
Aldonsaure-Esters abgeleitet ist, einen pk s -Wert im Bereich von 6 bis 12 
aufweist. 

1 1 . Aldonsaure-Ester gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Alkohol, von dem die Alkoholkomponente des 
AldonsSure-Esters abgeleitet ist, des Aldonsaure-Esters eine HO-N-Gruppe 
oder eine Phenolgruppe umfasst. 

12. Aldonsaure-Ester gemaB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 1 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Alkohol, von dem die Alkoholkomponente des 
Aldonsaure-Esters abgeleitet ist, ausgewahlt ist aus N-Hydroxy-Succinimid, 
Sulfo-N-Hydroxysuccinimid, substituierte Phenole und Hydroxy- 
Benzotriazol. 

1 3 . Aldonsaure-Ester gemaB Anspruch 1 2, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Alkohol, von dem die Alkoholkomponente des Aldonsaure-Esters abgeleitet 
ist, N-Hydroxy-Succinimid und Sulfo-N-Hydroxysuccinimid ist. 



14. 



Feststoff umfassend mindestens einen Aldonsaure-Ester gemaB mindestens 
einem der AnsprQche 1 bis 13. 
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1 5 . Losung umfassend mindestens einen Aldonsaure-Ester gemaB einem 
mindestens der Anspruche 1 bis 13. 

1 6. Losung gemaB Anspruch 1 5, dadurch gekennzeichnet, dass die LGsung 
mindestens ein organisches Losungsmittel umfasst. 

1 7. LSsung gemaB Anspruch 1 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Losung 
hochstens 0,5 Gew.-% Wasser umfasst. 

1 8. Losung gemaB mindestens einem der Anspruche 1 5 bis 1 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Losung mindestens ein aprotisches Losungsmittel 
umfasst. 

19. Losung gemaB Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO), N -Methylpyrrolidon, 
Dimethylacetamid (DMA) und/oder Dimethylformamid (DMF) umfasst; 

20. Verfahren zur Herstellung von Aldonsaure-Ester gemaB mindestens einem 
der Anspruch 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine 
Aldonsaure und/oder ein AldonsSure-Derivat mit mindestens einer 
Alkoholkomponenten in aprotischen Losungsmittel umgesetzt wird. 

21 . Verfahren gemafi Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Alkoholkomponente in 5 bis 50-fachem molaren Oberschuss, bezogen auf 
die Aldonsaure und/oder das Aldonsaure-Derivat, eingesetzt wird. 

22. Verfahren gemaB Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Umsetzung unter Verwendung von mindestens einem aktivierenden 
Reagenz erfolgt. 
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23 . Verfahren gemaB Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass das 
aktivierende Reagenz mindestens eiri Carbodiimid umfasst. 

24. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 22 oder 23, dadurch 
gekennzeichnet, dass das aktivierende Reagenz in 1- bis 3-molarem 
Oberschuss, bezogen auf die Aldonsaure und/oder das Aldonsaure-Derivat, 
eingesetzt wird. 

25. Verfohren gemaB mindestens einem der Anspriiche 20 bis 24, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine Verbindung eingesetzt wird, die eine 
Alkoholkomponente zur Umsetzung mit der Aldonsaure oder dem 
Aldonsaurederivat freisetzt. 

26. Verfahren gemaB Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
Kohlensaurediester eingesetzt wird. 

27. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 20 bis 26, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Umsetzung bei einer Temperatur im Bereich von 0 
bis 40°Cerfolgt. 

28. Verfahren gemaB mindestens einem der Anspriiche 20 bis 27, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Umsetzung bei einer geringen Basenaktivitat 
erfolgt 

29. Verfahren zur Herstellung von mit Polysacchariden oder Polysaccharid- 
Derivaten an freien Aminofunktionen gekoppelten pharmazeutischen 
Wirkstoffen, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein Aldonsaure-Ester 
gemaB einem der Anspriiche 1 bis 13 mit einem pharmazeutischen 
WirkstofF umsetzt, der mindestens eine Aminogruppe aufweist 



30. 



Verfahren gemaB Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Umsetzung in wSssrigem Medium erfolgt 



WO 2004/050710 



PCT/EP2003/013622 



22 



3 1 . Verfahren gemaB Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert 
des wSssrigen Mediums im Bereich von 7 bis 9 liegt 

32. Verfiahren gemaB mindestens einem der Anspruche 29 bis 3 1 , dadurch 
gekennzeichnet, dass die Umsetzung bei einer Temperatur im Bereich von 
0°C bis 40°C erfolgt. 

33. Verfahren gemaB mindestens einem der Ansprttche 29 bis 32, dadurch 
gekennzeichnet, dass der pharmazeutische Wirkstoff ein Polypeptid oder ein 
Protein ist. 

34. Pharmazeutischer Wirkstoff erhaltlich durch ein Verfahren gemaB 
mindestens einem der Anspriiche 29 bis 33. 
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